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ABSTRAKT

Tato prace fesi charakteristiku vybranych grampozitivnich bakterii izolovanych z fermen-
tovaného masného vyrobku Paprikas. Fermentovany masny vyrobek byl vyroben dvéma
odlisnymi technologiemi, za pouziti stejné startovaci kultury. Kmeny bakterii byly identi-
fikovany metodou MALDI-TOF. Z analyzovanych salami bylo izolovano celkem 10 dru-
ha grampozitivnich bakterii (Staphylococcus carnosus, S. xylosus, S. hominis, S. warneri,
S. epidermidis, Lactobacillus curvatus, Lb. sakei, Bacillus licheniformis, B. subtilis, Pedio-
coccus pentosaceus). Na porovnani, zda se fingerprinty bakterii béhem zrani a skladovani
u obou technologii zménily, byla pouzita metoda RAPD-PCR. Bakterie vykazuji podob-

nost v zavislosti na pouzité technologii.

Kli¢ova slova: fermentované masné vyrobky, bakterie mlécného kvaseni, koagulaza nega-

tivni koky, Quick Dry Slice (QDS), MALDI-TOF, RAPD-PCR

ABSTRACT

The aim of this thesis is characteristic of Gram-positive bacteria isolated from fermented
sausage Paprikas. Sausage was manufactured by two different technologies, using the same
starter culture. Strains were identified by MALDI-TOF method. Ten Gram-positive species
were isolated from sausage (Staphylococcus carnosus, S. xylosus, S. hominis, S. warneri, S.
epidermidis, Lactobacillus curvatus, Lb. sakei, Bacillus licheniformis, B. subtilis, Pedio-
coccus pentosaceus). A comparison whether the fingerprints of bacteria during ripening
and storage of both technologies have changed, was used RAPD-PCR. Bacteria illustrate

similarities depending on the technology used.

Keywords: fermented meat products, lactic acid bacteria, coagulase-negative cocci, Quick
Dry Slice (QDS), MALDI-TOF, RAPD-PCR
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UvVOD

Fermentované masné vyrobky jsou oblibenou komoditou u nas i ve svété. Poptavka po
téchto vyrobcich tak neustdle roste a vzhledem ke zdlouhavému procesu jejich tradi¢ni
vyroby, byla vyvinuta nova, rychlejsi a efektivnéjsi technologie Quick-Dry-Slice (QDS).
Obé technologie se piili$ nelisi v surovinovém zastoupeni. V piipad¢ klasické i nové QDS
technologie jsou pozivané stejné startovaci kultury. Ve startovaci kultufe jsou obsazeny

bakterie mlééného kvasSeni i koagulaza negativni koky.

K zjisténi zastoupeni bakterii je v posledni dobé hojné¢ vyuzivana metoda MALDI-TOF.
Touto metodou Ize odhalit druhovou diverzitu mimo jiné i ve fermentovanych masnych
vyrobcich. V izolovanych kmenech je pak dale pomoci metody RAPD-PCR moZzno sledo-

vat posun jejich rastu béhem vyroby jednotlivymi technologiemi.

Teoreticka cast této diplomové prace je zaméfena na charakteristiku, suroviny a technolo-
gii vyroby fermentovanych masnych vyrobkd, popis mikroorganizmii ucastnicich se fer-
mentace a zmény, které béhem fermentace nastavaji. Déle jsou popsany metody MALDI-

TOF a RAPD-PCR, které jsou pouzivany v praktické ¢asti prace.
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1 TECHNOLOGIE VYROBY A CHARAKTERISTIKA
FERMENTOVANYCH MASNYCH VYROBKU

Maso je nedilnou soucésti naseho jidelnicku. Z nutri¢niho hlediska je velmi cennym zdro-
jem plnohodnotnych bilkovin, vitaminli (zejména skupiny B), nenasycenych mastnych
kyselin a mineralnich latek (Zelezo, vapnik a zinek). Pfiméfena konzumace masa je soucas-

ti zdravé a vyvazené stravy (Pipek, 1998).

1.1 Maso a masné vyrobky

Jako maso jsou definovany vSechny ¢asti tél Zivocichi, véetné ryb a bezobratlych, v Cer-
stvém nebo upraveném stavu, které se hodi k lidské vyzivé. Tato definice byva nckdy
omezovana jen na teplokrevné zivocichy. Podle ni totiZ patii mezi maso i zivo¢isné tuky,
krev, droby, kiize a kosti (pokud se konzumuji), ale také masné vyrobky. V uzsim slova
smyslu se masem rozumi jen kosterni svalovina, a to bud’ samotné svalova tkan, nebo sva-
lova tkan vcetné vmezeteného tuku, cév, nervi, vazivovych a jinych ¢asti, které jsou ve

svaloving obsazeny (Steinhauser, 2006; Pipek, 1998).

Masny vyrobek je ziskan zpracovanim masa nebo naslednym zpracovanim jiZ hotovych
masnych vyrobkd. Za maso jsou pii vyrobé masnych vyrobkii povaZzovany pozivatelné
Casti jateénych zvitat, suroviny vSak musi byt ufedné prohlaseny za vhodné k lidské spo-
ttebé. Maso jako kosterni svalovina je dale déleno do né¢kolika tfid podle obsahu tuku.
Driibezi maso pro vyrobu masnych vyrobki je zpravidla ziskdno tzv. strojnim oddélenim
ze skeletl driibeZe po odstranéni hlavy, stehen, kiidel a prsni svaloviny. Obecné nesmi byt
pii vyrobé masnych vyrobkd pouzivany pohlavni a mocové organy, chrupavky hrtanu a

prudusnice, oc€i a o¢ni vicka, rohovina zvukovody a driibezi hlava. Dal§i omezeni pro pou-

ey e

K masu a strojné oddélenému masu jsou pak v pribéhu vyroby ptidavany dalsi ptisady a
pomocné latky a to v mnozstvi, které je charakteristické pro jednotlivé vyrobkové skupiny.
Zejména se jedna o pitnou vodu, kofeni, solici smési, Skrob a bilkovinné piisady (Katina,

2010).
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1.1.1 Clenéni masnych vyrobki

Masné vyrobky délime dle vyhlasky 326/2001 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich,
pro maso, masné vyrobky, ryby, ostatni vodni zivocichy a vyrobky z nich, vejce a vyrobky

Z nich:

e tepelné opracované masné vyrobky — bylo u nich dosazeno ve vSech ¢astech mi-
nimalné tepelné¢ho Gc¢inku odpovidajiciho pisobeni teploty +70 °C po dobu 10 mi-
nut,

e tepelné neopracované masné vyrobky — vyrobky urcené k dalsi spottebé bez dalsi
upravy, u nichz neprobé¢hlo tepelné opracovani surovin ani vyrobku,

e trvanlivé tepelné opracované masné vyrobky — vyrobky, u kterych bylo ve vSech
castech dosazeno minimalné tepelného ucinku odpovidajiciho plsobeni teploty
70 °C po dobu 10 minut a navazujicim technologickym opracovanim (zranim,
uzenim nebo susenim za definovanych podminek) doslo k poklesu aktivity vody
s hodnotou awmax) = 0,93 a k prodlouzeni minimalni doby trvanlivosti na 21 dni pfi
teploté skladovani +20 °C,

e fermentovanymi trvanlivymi masnymi vyrobky — vyrobky tepelné neopracované
urcené k ptimé spotieb€, u kterych v pribéhu fermentace, zrani, suSeni poptipadé
uzeni za definovanych podminek doslo ke snizeni aktivity vody s hodnotou

aw(max) = 0,93, s minimalni dobou trvanlivosti 21 dni pfi teploté + 20 °C.

1.2 Technologie vyroby fermentovanych masnych vyrobki

Fermentované masné vyrobky nejsou, na rozdil od ostatnich masnych vyrobki, ani béhem
celé vyroby, ani pfed vlastni konzumaci podrobeny tepelnému zakroku. Proto si zachova-
vaji typickou chutnost a patii k oblibenym komoditam u tady spotiebiteld. Jejich typicka
chut’ a aroma je divodem, proc se tyto vyrobky objevuji na slavnostnich tabulich a rautech.
Senzorické vlastnosti téchto vyrobki urcuji jejich hodnotu a jsou vyrazem jejich kvality a

umu vyrobct (Pipek, 1998; Kamenik, 2012).

V technologii zpracovani masa je vyroba fermentovanych masnych saldmu (dale jen TFS)

N 24

kvalitnich surovin, dobré strojové vybaveni a v neposledni fad¢ také dobré znalosti a zku-

Senosti (Kamenik, 2012).
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1.2.1 Suroviny pro vyrobu fermentovanych masnych vyrobki

1.2.1.1 Maso

Maso je zakladni surovinou pro vyrobu TFS. V zapadni a stfedni Evrop¢, a tedy i u nas, ma
dominantni postaveni vepfové a hovézi. Ve svété se vyuziva 1 maso konské, skopové, kri-
ti, ptipadné i jiné u nas uz netradi¢ni druhy. Podle klasické receptury patii do dila jeden dil
libového vepiového masa, jeden dil libového hovéziho a jeden dil vepifového sadla. Vzhle-
dem k vysoké cené hovéziho byva ¢asto i dil hovéziho nahrazovan dilem vepfového masa.
Je zadouci, aby bylo maso pro vyrobu pouZito zdsadné fadné vyzralé. U vepiového by do-
ba zrani neméla byt krat$i nez dva dny, u hovéziho pak nejméné 14 dni. Vyzralé maso by
meélo byt dostateéné kiehké, doba zrani masa je rtizna, méni se napiiklad stafim zvitete.
Zrani masa se neuskutecniuje ¢innosti mikroorganizmt, ale ¢inkem proteolytickych en-
zymu ptitomnych ve svalovych buitkach (Honikel, 2004). B€éhem zrani musi byt maso vy-
chlazeno na teplotu +3 az +7 °C, aby zustaly zachovany enzymatické procesy a nedoslo

k rozvoji nezadouci mikroflory (Kamenik, 2012).

Maso na vyrobu TFS by mélo pochazet ze starSich zvifat (prasnice, kravy), je totiz tmavsi
a obsahuje méné vody. Pted ptidanim do dila by mély byt odstranény vSechny zbytky poji-
vovych tkani. Jejich pfitomnost je viditelna na fezu vyrobki, sniZzuje jejich hodnotu a pi-

sobi rusive pii skusu (Ingr, 1996).

Finalni vyrobky musi vyhovovat pozadavkiim na obsah Cistych svalovych bilkovin a tuku.
Jako surovina se pouziva vepfové maso druhu V2-V4, vepiové sadlo a hovézi maso druhu
H2-H3. Pouziti masa s vysSim obsahem tuku je riskantni, z divodu zhorSeni senzorickych
vlastnosti finalnich produkta (Ingr, 2003). Kategorie masa pouzivaného pro TFS jsou uve-

deny v tabulce 1.
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Tabulka 1: Kategorie vyrobniho masa pouzivaného pro TFS, ptevzato od (Bofilo-
V4 2014)

Vyrobni masa

Libové maso z kyty, libové otfezy s 5 % viditelného tuku, tenké

V-2 . o -
povazky ptipustné.

Libové ofezy s vétsim podilem povazek a meékkych §lach

s viditelnym podilem tuku asi 5 %.
/-4 Libové ofezy s podilem Slach a mékkych pouzder, krvavé ofezy
s podilem viditelného tuku, asi 25 %, bez ktize.

Maso zbavené tvrdych §lach s viditelnym podilem tuku, asi 5 %,

L tenké povazky piipustné.

H-3 Maso zbavené tvrdych §lach s viditelnym podilem tuku, asi 10 %,
+ hovézi maso z hlav.

Vzhledem Kk tomu, Ze se maso pro TFS jiz dale tepelné neosetiuje, bariéry proti mikrobial-
nim vlivim vznikaji postupné. Jejich ptisobeni tedy neni tak razantni, jako kdyz vystavime
maso tepelnému ucinku odpovidajicimu pisobeni teploty 70 °C po dobu 10 minut. Nejvy-
znamngéjsi bariérou je nizka aktivita vody, ta se ale uplatiiuje az na samotném konci vyrob-
niho cyklu a proto musime vybirat suroviny a tedy i maso s minimalni mikrobialni konta-

minaci (Kamenik, 2012).

1.2.1.2 Vepiové sadlo

Veptové sadlo ma zéasadni vliv na vytvafeni struktury vyrobku béhem mélnéni a michéni.
Pro TFS by mélo byt pouzito sadlo jadrné a tuhé, nejlépe skupiny V8. To je diivodem proc¢
se pouziva hibetni sadlo, poptipad¢ kréni z tzv. hiivky. PouZiti jadrného sadla zajisti jas-

nou kontrastni mozaiku vyrobku (Kamenik, 2012).

M¢ekke sadlo obsahuje fidky tuk, ktery pomérné snadno zlukne. Pfi mélnéni se potom tento
tuk uvoliiuje z tukovych bunék a obklopuje rozmélnéné Castice masa a znemoziiuje jim tak
spojeni pomoci bilkovinného roztoku, vznikajiciho ptidavkem soli. Pfi plnéni do obalo-
vych stiev se pak tento mékky tuk drzi tésn€ pod obalem a nepropousti ven z vyrobku vo-
du. Timto jevem se vyrazn¢ prodluzuje doba susSeni. Nezadouci je téz vysledna mekkost

salamu a sniZena trvanlivost (Ingr, 2003).

Vzhledem k celkovému obsahu mastnych kyselin ve vepfovém sadle by mély 12 % tvofit

polyenové kyseliny. V prabehu zpracovani vyrobku vznika teplo, aby se zabranilo uvolino-
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vani tuku béhem zvySeni teploty, je nutné sadlo pfed jeho zpracovanim zamrazit na teplotu
-10 az -15 °C (Kamenik, 2012). Pokud je sadlo jadrné, vznikaji v prubéhu technologického
procesu ve vyrobku kanalky, kterymi miize putovat vyparujici se voda ze stfedu na povrch.
V CR v soucasné dobé definuje Vyhlaska 326/2010 Sb. ve znéni pozdgjich predpist limit
50 % obsahu tuku ve vybranych trvanlivych salamech (Vyhlaska 326/2010 Sb.).

1.2.1.3 Kuchyiiska sil, dusitanova solici smés

Je obecné znamo, ze pridanim kuchynské soli se prodluzuje udrznost masa. Jeji konzer-
vaéni efekt je mimo jiné i snizovani pocate¢ni aktivity vody v dile na 0,97 — 0,96 (Ingr
2003). Slanou chut’ masa po piidavku NaCl zpusobuji ptevazné zaporné nabité ionty CI',
méné pak pozitivné nabité ionty Na®. Mezi nenahraditelné ti¢inky soli v masnych vyrob-
cich dale patii zlepSovani chuti, rozpousténi bilkoviny masa, zlepSeni textury masnych
vyrobkii a zvyhodnéni ristu grampozitivnich bakterii pfed gramnegativnimi bakteriemi
(Feiner, 2008).

K soleni dila pro TFS se v soucasnosti pouziva dusitanova solici smés (dusitan sodny
s kuchynskou soli, kdy obsah dusitanu sodného v solici smési nesmi byt vyssi nez 0,6 %)
(Honikel, 2007). Pfidavané mnozstvi je zpravidla 2,4 — 3 %, v hotovém vyrobku je pak
obsah soli 3,2 — 4,5 % v dusledku ztraty vody pii suseni (Feiner, 2008).

Dusitan pfispiva na pocatku zrani TFS K inhibici riistu gramnegativnich mikroorganizmii,
zejména salmonel, mtize také pomoci snizit riziko mnozeni Staphylococcus aureus a Liste-
ria monocytogenes. Dusitan ma také antioxida¢ni ucinek. Ten je zalozen na principu spo-
treby kysliku pro svoji oxidaci na dusi¢nan a také na tvorbé stabilniho komplexu mezi Ze-
lezem vazanym v hemové sloZce a dusitanem, ¢imZ se zabrani uvolfiovani ionti Zeleza.
Diky dusitanu je také vytvafena termostabilni barva masnych vyrobkd, ta vznika vazbou
oxidu dusného na myoglobin, pficemz vznika svétle Cervenortizova sloucenina nitroso-

myoglobin (Freiner, 2008).

Smérnice Evropského parlamentu a rady 2006/52/ES ze dne 5. ¢ervence 2006 (kterou se
méni smérnice 95/2/ES o potravinaiskych ptidatnych latkach jinych nez barviva a nahradni
sladidla a smérnice 94/35/ES o néhradnich sladidlech pro pouziti v potravinach), stanovila
mimo jiné nejvyssi mnozstvi dusitanu sodného, které 1ze ptidat v prabéhu vyroby (E 249
dusitan draselny, E 250 dusitan sodny) na 150 mg/kg jako NaNO;. Pro vybrané trvanlivé
masné vyrobky (Vysocina, Selsky salam, Turisticky salam, Herkules, Poli¢an a podobné

vyrobky) povoluje 180 mg/kg. Pokud jsou dusitany ureny pro pouziti v potravinach, mo-
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hou byt prodavany pouze ve smési se soli nebo s ndhrazkou soli (Vyhlaska ¢. 4/2008 Sb.)
(Kamenik, 2012).

1.2.1.4 Koveni

Pro ptipravu TFS Ize pouzit riznych druhii kofeni, Casto se pouziva pouze pepft, ale aroma
je mozné obohatit i pfidavkem kardamonu, papriky, muskatového kvétu, muskatového
ofisku, jalovce a zazvoru. Do tradi¢nich ¢eskych fermentovanych salamii se pouzivaji ko-
feni, definovana dle spotfebnich norem masnych produkti, ktera jsou shrnuta v tabulce 2.

Tato kofeni postacuji v davce kolem 0,5 g/kg ptipravovaného dila (Gerhardt, 1994).

Tabulka 2: Ptehled koteni do tradi¢nich ¢eskych TFS (Kamenik, 2012).

Produkt Kofteni dle spotiebnich norem MP/1989

pept Cerny mlety, cesnekovy koncentrat, hiebicek mlety

pept ¢erny mlety, cesnekovy koncentrat, hiebi¢ek mlety, paprika slad-
ka, paprika paliva
pept erny mlety, ¢esnekovy koncentrat, kmin mlety, koriandr

paprika sladka, specialni paprikova emulze, kmin mlety

Kofeni vykazuje ¢astecny antioxida¢ni t€inek, antimikrobialni ucinek zaloZeny na ptitom-
nosti fytoncidi a podporuje sekreci travicich st'av (Freiner, 2008).
Dale mezi suroviny patii sacharidy, které slouzi jako substrat pro bakterie mlééného kva-

Seni. Jejich pridavkem lze ovliviiovat pribéh fermentace. Nedilnou soucasti receptury TFS

jsou startovaci kultury (Kamenik, 2012).

1.2.1.5 Startovaci kultura

Startovaci kultury jsou vybrané kmeny bakterii, které se ptidavaji do dila pro svoji schop-
nost okyseleni, navozeni mikrobialni stability a vyvoj barvy, chuti a aroma. Davkuje se
takové mnoZstvi, aby ve vysledném produktu bylo obsazeno 10” KTJ/g dila. Na 100 kg
dila se aplikuje 10* bungk, které vazi piiblizné jeden gram (Feiner, 2008). Startovaci kul-
tury jsou dostupné v mrazeném, lyofilizovaném nebo tekutém stavu. Nekteré firmy je na-
bizeji i ve formé pelet. Do dila by se mély kultury vkladat na po¢atku michani v kutru.
Nejcastéji jsou ve startovacich kulturach v Evropé zastoupeny rody Lactobacillus, Staphy-
lococcus, Pediococcus a Kocuria (Kamenik, 2012).
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1.2.2 Ptiprava dila fermentovanych masnych vyrobki

Ze zékladnich surovin se pii procesu michani a mélnéni vytvari salamové dilo. Na kvalitu
dila maji vliv pfedevs§im tyto faktory: vzajemny pomér libové a tucné svaloviny, kvalita
vepiového sadla, teplota jednotlivych surovin, piisady (soli, solici smési, kofeni), kon-

strukce kutru a kutrovych nozu a také jejich ostrost (Kamenik, 2012).

Cilem pouziti jednotlivych zafizeni je nejen dosahnout pozadované velikosti, ale také za-
doucich zmén ve struktuie masa. Pfi mélnéni se uvolituje do smési obsah svalovych buné¢k.
Do myofibril prostupuje chlorid sodny, obsazeny v dusitanové solici smési. Vznika roztok
bohaty na bilkoviny, ktery spojuje povrch zachovalych ¢asti masa a tuku. Rozpusténé bil-
koviny vytvareji disledkem denaturace a ubytku volné vody trojrozmérnou gelovou sit’.
Tato sit’ spojuje vzéjemné Castice svaloviny a tuku a pfispiva ke zpevnéni dila. Pokracujici
denaturaci bilkovin nastava smr$tovani a dalsi ztrata vody. Vysledkem tohoto procesu je

vznik konzisten¢né pevného salamu (Ingr, 1996).

1.2.2.1 Piiprava dila v Kutru

Kutr je zatizeni, které se sklada z oto¢né misy, ve které se na hiideli ota¢i noze, které suro-
viny rozsekavaji a zaroven promichavaji (Budig, Klima, 1995). Velikost zrna po zpracova-
ni na kutru je 0,8 — 3 mm. Obecné plati zésada, Ze do kutru se pfidava sddlo zmrazené na

teplotu -10 °C a nizsi. Libové maso je piidavano zchlazené (Steinhauser, 1995).

1.2.2.2 Priprava dila na fezacce a michacce

Tato zafizeni se pouZivaji na salamy o velikosti zrna 4 — 13 mm. Mohou byt pln¢ automa-
tizované, kde se mrazend a vytemperovana surovina nejprve predieze pies desky, potom se
dopravi do michacky, kde se pridaji dalsi ingredience a opét se dopravi do fezacky, kde se

dilo pomele do finalni velikosti (Feiner, 2008).

1.2.2.3 Plnéni do obalovych stiev

Pro vyrobu TFS se pouzivaji prevazné ptirodni stfeva, spliuji totiz pozadavky, jako je pro-
pustnost pro vodni pary, plyny a slozky udiciho koufe. Je s nimi pomérné jednoduchd ma-
nipulace pfi nardzeni a jsou vysoce spolehlivé s ohledem na produkci a hygienu. Pouzivaji
se predev$im tenka veptfova stieva, kterd jsou jedld, a tudiz se nemusi z vyrobkil loupat.

Jejich nevyhodou je kiehkost a nestejnomeérnost (Ingr, 2003).
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Béhem plnéni se dostava dilo do obalovych stfev a nabyva tim pfedem urcené velikosti a
tvaru. Pfi nardZzeni musi mit dilo pozadovanou strukturu a teplotu, ta by se méla pohybovat

okolo -2 °C. PInéni dila by mé&lo nastat bezprostiedné po vyjmuti z kutru (Ingr, 2003).

1.2.3 Fermentace a zrani

Vyrobky jsou po naplnéni pfevezeny do klimatizovanych komor. Zac¢ina zde proces fer-
mentace a zrani a saldmy soucasné ztraceji vodu. Procesy probihajici v komoréach jsou
ovlivitovany témito podminkami: teplotou vzduchu, relativni vlhkosti a rychlosti proudéni
vzduchu. Po naskladnéni do komor je nejprve nezbytna vyrovnavaci faze, pii které se
predchazi kondenzaci vody z prostiedi na vychlazenych salamech. Poté je teplota nastave-
na na 24 °C a po jednom tydnu se snizuje na 18 °C. Vzhledem k typu vyrobku, mize byt
teplota dale snizena na 15 °C. Relativni vlhkost vzduchu klesa z pocate¢nich 95 % az na
kone¢nych 75 %. Saldmy zraji od 2 tydnii (Lovecky) po 4 tydny (Poli¢an, Paprikas). Zrani
zahrnuje komplex procesti odbouravani a premény jednotlivych slozek dila, které rozhodu-
ji o textufe, chuti, viini a barvé hotovych vyrobka (Ingr, 2003). Obecné je pojmem zrani
oznac¢ovana fermentace 1 suSeni. Jednotlivé hodnoty teplot, relativni vlhkosti a casovych

obdobi se mohou liit. Volba téchto parametru je Cisté na vyrobceich (Pipek, 1998).

1.3 Systém QDS (Quick-Dry-Slice)

Systém QDS je nova moderni metoda pro vyrobu TFS. Byla vyvinuta ve Spanélsku a po-
prvé byla ptedstavena v roce 2007.

Dilo je, na rozdil od klasické metody, narazeno do obali, které nejsou propustné. V téchto
obalech je ponechano pfiblizn¢ dva dny fermentovat a poté se zamrazi na teplotu -5 °C.
Nizka teplota umoznuje nakrajeni na tenké platky, ze kterych se béhem suseni rychleji od-
pafuje voda. Tyto se nakladou na plastova sita a transportuji do suSici sekce. Zde se
v proudu vzduchu s definovanymi vlastnostmi (rychlost proudéni vzduchu, teplota, RVV)
realizuje vlastni suseni. Zhruba po 30 minutach je salam vysusen a mize nasledovat baleni

(Arnau, 2007; Andrés, 2007).

Metoda QDS ma pozitivni ekonomické i kvalitativni ptinosy. Nejdilezitéjsi je rychlost
celého procesu. Tradiéni vyrobky pro krajeni se susi 18 a vice dnti, QDS to zvladne prak-
ticky za 2 dny. Pomoci tohoto moderniho technologického postupu se tedy snizi naklady

na vyrobu a vyrobci mohou rychle zareagovat na poptavku po TFS. Dalsim dulezitym fak-
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torem je uspora prostoru. Co se tyce kvality, nesmime opomenout standardizaci produkce.
Jednotlivé platky salamu jsou oSetfeny identickym postupem za standardnich podminek.
Nemély by se tedy od sebe lisit ani vyrobky v ramci jedné $arZe, ani mezi $arzemi. Rizeni
procesu je standardizovano délkou suSeni a vlastnostmi piivadéného suSiciho vzduchu

(Arnau, 2007; Andrés, 2007).
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2 POPIS PRUBEHU FERMENTACE MASNYCH VYROBKU

Cerstvé maso je bohaté na Ziviny a je to v podstaté jedno z nejlepsich médii pro riist mi-
kroorganizmu. Napiiklad kosterni svalovina hovéziho masa obsahuje téméf 20 % plnohod-
notnych bilkovin, 2 % az 3 % lipidl, malé mnozstvi sacharidii a 75 % vody. Vodni aktivita
je tedy témét 0,99. Hodnota pH cCerstvé tkané je 6,8 az 7 a klesne béhem rigor mortis a
vlivem endogennich enzymu na hodnotu 5,6 az 5,8. Jelikoz v procesu vyroby TFS chybi
tepelné opracovani, je fermentace hlavni krok konzervace a vytvaieni bariéry proti vstupu

patogent (Semelis, 1998).

2.1 Role mikroorganizmi

Prevladajicimi mikroorganizmy pfi fermentaci masa jsou bakterie mlééného kvaseni
(BMK). Ty jsou ptidavany jako startovaci kultura. Jsou schopny rdstu v podminkach pro-
sttedi fermentace (soli, dusi¢nany, nizka teplota a anaerobni prostfedi). Jejich ukolem je
metabolizovat glukézu za vzniku kyseliny mlééné a tim snizovat pH prostiedi. V syrovém
mase mohou byt pfitomny i patogenni nebo potencialné patogenni bakterie. Pokud jsou
tyto kmeny v narazeném dile pfitomny, zpravidla nezpracovavaji cukry a jsou tak inhibo-
vany vznikajici kyselinou mléénou nebo jsou citlivé na pfitomnou sil i dusitan a nasledné
hynou. Bakterie startovaci kultury snizuji redoxni potencial (kmeny Staphylococcus a
Micrococcus produkuji nitratreduktazu, ktera méni dusiénany a dusitany na oxid dusny,
¢imz se snizuje redoxni potencial) v prostiedi, a tim je potlacen rist acrobnich mikroorga-
nizmt. Po naplnéni do obalu enzymy spotiebovavaji kyslik pro vznik okysli¢eného
myoglobinu, ktery se nasledn¢ pfeménuje na nahnédly metmyoglobin. Nésledné je glukoza
spotiebovavana mikroorganizmy a zacina ptibyvat kyseliny mlééné, ktera snizuje pH pro-
stfedi. Pfi niz§im pH se dusi¢nan redukuje na dusitan, ktery pak reaguje s metmyoglobi-
nem za vzniku riizového zbarveni. Snizenim redoxniho potencidlu diky dusitanim je také
podpotena oxidacni stabilita mastnych kyselin. U n€kolika druht bakterii startovaci kultu-
ry bylo prokazano, ze produkuji bakteriociny, tyto latky jsou schopny potlacit rist Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium sp. a jiné grampozitivni bakterie zpu-
sobujici kazeni. Na konci fermentace jsou inhibovany bakterie nejvice citlivé na pH. Hod-

nota pH klesla na hodnotu 5,3 a nize (Krocko, 2013).
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Proteolyza a lipolyza

BMK produkuji mnoho enzymi, které jsou schopny hydrolyzovat bilkoviny na peptidy a
aminokyseliny. Proteolyza je ovlivnéna nékolika faktory, mezi néz patii receptura, pod-
minky vyroby a startovaci kultura. Dulezitd je pfitomnost endogennich i bakterialnich en-
zymu. Endogenni enzymy, které jsou zodpoveédné za pocatecni St€peni bilkovin na peptidy,
se nazyvaji calpain a katepsin. Po nich se uplatiiuji mikrobidlni peptidazy, které se ucastni
sekundarni proteolyzy, a uvoliuji aminokyseliny. Prvnim krokem pf#i katabolickych reak-
cich je transaminace, pfi niz musi byt pfitomné a-ketokyseliny, které funguji jako ptijemci
aminoskupiny. Tato reakce je katalyzovana skupinou enzymd, které¢ jsou souhrnné pojme-
novany jako aminotransferdzy. Vysledné produkty téchto reakci jsou napft. 3-
methylbutanal a 2-methylbutanal, které se podili na aroma TFS. Zaroven probihaji auto-
oxidacni reakce a transformace vzniklych reakénich produkti. Hydrolyzou myofibrilarnich
bilkovin se uvoliuji pfedev§im aminokyseliny valin, leucin, fenylalanin a lyzin (Di Cagno,
2008).

Lipolyza probiha soucasné s proteolyzou a je také velmi dilezita pfi vyvoji chuti a aroma
TFS. Nejdtive dojde k uvolnéni mastnych kyselin ¢innosti endogennich enzymi. Je to prv-
ni krok, za kterym nasleduje fada oxidativnich a degradacnich procesti mastnych kyselin,
které se méni na alkany, alkeny, aldehydy, ketony a alkoholy. Na lipolytickych procesech
se podileji svymi enzymy hlavné stafylokoky. Spravnym vybérem kmeni lze docilit pro-

dukce vyrobki se zlepSenymi senzorickymi vlastnostmi (Bamforth, Ward, 2014).

2.2 Zrani

Zaroven s fermentaci probihd také zrani vyrobku. VétSina fermentovanych vyrobkl zraje
pii teploté 15 °C nékolik tydnd v fizenych podminkach. Teplota, rychlost proudéni a rela-
tivni vlhkost jsou nastaveny tak, aby bylo zajiS§téno pomalé odstranéni vlhkosti a zabranéni
rustu plisni na povrchu, pfipadné nezddoucim zménam ve vzhledu a struktufe. Béhem zrani

dochazi k vyvoji chuti a aroma (Ingr, 2003).
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3 VLASTNOSTI MIKROORGANIZMU UCASTNICICH SE
FERMENTACE MASNYCH VYROBKU

V surovinach, ze kterych se piipravuji TFS, se jiz od pocatku nachazi fadové 10° — 10’
KTJ/g mikroorganizmu (Talon et al. 2007). Pro fermentované salamy maji klicovou tlohu
dv¢ hlavni skupiny, a to bakterie mlééného kvaSeni a koagulaza negativni koky. Tyto dvé
skupiny bakterii se také v narazeném dile za¢inaji velmi rychle mnozit. Po¢et BMK se
v prvnich dnech dostane fadové na 107 — 10° KTJ/g a vétsinou zistava Konstantni b&hem
celého procesu. V dile jsou pfitomné i jiné skupiny, napt. rod Pseudomonas, ¢eled” Entero-
bacteriacae (Rodel et al., 2003).

3.1 Rod Lactobacillus

Taxonomicky se fadi do domény Bacteria, kmene Firmicutes, téidy Bacilli, fadu Lacto-
bacillales a ¢eledi Lactobacillaceae. Jsou to grampozitivni nesporulujici katalaza negativni
bakterie, které spojuje tyCinkovity tvar (Sedlacek, 2007). Laktobacily jsou velmi pocetny
rod a jeho zastupci mohou byt aerotolerantni, mikroaerofilni nebo anaerobni. Rostou na
kultiva¢nich médiich bohatych na uhlovodiky, aminokyseliny, peptidy a vitaminy a opti-
malni teplota ristu je 30 °C az 40 °C, ale mohou rust pfi teplotach 5 — 53 °C. Optimalni pH
je 4,5 — 6,2. Vyskytuji se na lidskych sliznicich, v pud¢, na zvitatech, na rostlinach i v po-
travinach. N¢které laktobacily fadime mezi probiotické kultury. V roce 2005 bylo u rodu

Lactobacillus 103 validné popsanych druhti (Svec et al., 2005).

Laktobacily se déli do skupin podle toho, zda jsou obligatné homofermentativni, fakulta-
tivné heterofermentativni nebo obligatné homofermentativni (Robinson et al 2006.) Mezi
homofermentativni fadime L. delbrueckii, L. leichmannii, a L. acidophilus. K heterofer-
mentativnim patii L. fermentum, L. brevis a L. casel. | kdyz vSechny produkuji kyselinu
mlécnou jako hlavni kone¢ny produkt, lisi se v izomerni konformaci. Nekteré druhy pro-
dukuji L(+) kyselinu, jiné D(-) kyselinu a nékteré jejich izomerni smési. Jednim z dalSich
kritérii pro rozliSeni laktobacili je produkce plynii ze zdroji uhliku a rozmanitost ve

schopnosti zkvaSovat pentdzové cukry véetné ribozy a xylozy (Robinson et al., 2000).

3.1.1 Lactobacillus curvatus

L. curvatus je fakultativné heterofermentativni bakterie mlééného kvaSeni, kterd se nejcas-
t&j1 vyskytuje v masnych vyrobcich. Tvoii bakteriocin curvacin A, curvacin 13 a curvacin

FS47 (Xyraphy et al., 2006; Hebert et al., 2011).
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3.1.2 Lactobacillus sakei

L. sakei je fakultativné heterofermentativni bakterie mlécného kvaseni. Bézn¢ se vyskytuje
Vv Cerstvém mase a rybach. Poprvé byl izolovan z népoje saké, podle kterého ziskal sviij
nazev. Z cukru je schopny utilizovat pouze glukézu a ribézu. Produkuje bakteriocin sarcin

P, kterym lze dosahnout inhibice bakterie Listeria monocytogenes (Katla et al., 2002).

3.2 Rod Staphylococcus

Bakterie rodu Staphylococcus jsou grampozitivni koky, které se formuji do dvojic, trojic
I vétSich nepravidelnych ttvart. Vétsina jejich zastupcu je fakultativné anaerobni, cukry
Stépi oxidativné 1 fermentativné a tvoii karotenoidni pigmenty. Jsou katalaza pozitivni,
a jelikoz nemaji biciky, tak nejsou pohyblivé. Optimalni teplota rlstu je 30 — 37 °C, ale
rostou i pii teplotach 18 — 40 °C. Jsou schopné rust i pii 10% koncentraci NaCl
a rezistentni vuci pisobeni lysozymu. Zastupci tohoto rodu se vyskytuji na lidskych slizni-

cich, v pud¢ i potravinach (Sedlacek, 2007).

Z biochemickych vlastnosti je pozorovana schopnost aerobniho $tépeni cukrti a tvorba pro-
teolytickych enzymu. Zastupce stafylokokd rozdélujeme na koagulaza pozitivni a koagula-
za negativni koky. Volna koagulaza je enzym, ktery vyvolava polymerizaci fibrinogenu na
fibrin. Koagulaza pozitivni stafylokoky se povazuji za patogeny lidi i zvifat, proto je vy-

sledek testu klicovy pro identifikaci druht (Sedlacek, 1999).

3.2.1 Staphylococcus carnosus

Tento grampozitivni koagulaza negativni kok je znamy od roku 1950. Ma vyznamnou roli
pfi fermentaci suchych salamii. Jako nepatogenni baterie je pouZivan pro umoznéni kvase-
ni a zrani fermentovanych masnych vyrobkl za kontrolovanych podminek. U vyrobki se
podili na vyvoji barvy a charakteristickém aroma. Patii mezi startovaci kultury (Kamenik,

2012).

3.2.2 Staphylococcus xylosus

S. xylosus je grampozitivni koagulaza negativni kok. Utilizuje galaktozu, manézu, manitol,
maltézu a laktozu. Poskytuje vyznamné mnozstvi enzymil pro sekundarni proteolyzu

(Whitmann et al., 2012).
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3.3 Rod Pediococcus

Bakterie rodu Pediococcus patii mezi homofermentativni bakterie mlééného kvaSeni. Vy-
skytuji se v rostlinném materialu, jidle i napojich. Hlavnim metabolitem, ktery vznika pfi
jejich ¢innosti, je racemicka (DL) a pravoto¢iva L(+) smés kyseliny mlécné. Jejich kokovi-
té bunky se shlukuji do dvojic, tetrad nebo shlukt. Jsou grampozitivni, nepohyblivé a ne-

tvoii spory, fakultativné anaerobni a katalaza negativni (Gorner, 2004).

Pediokoky netvofi enzymy, kterymi by bylo mozné redukovat dusi¢nany na dusitany. Ros-
tou na médiich bohatych na aminokyseliny a vitaminy. Jejich rust je podminén pfitomnosti
fermentovaného polysacharidu. Optimalni teplota ristu je 25 — 40°C.

P. pentosacceus je grampozitivni kok, ktery je klasifikovan jako bakterie mlé¢ného kvase-

ni. Je schopny produkovat bakteriocin pediocin P (Papagianni a Anastasiadou, 2009).
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4 POPIS METODY RAPD PCR

Polymeréazova fetézova reakce (PCR) je v dnesni dobé hojné pouzivand metoda moleku-
larni biologie. Diky ni je mozné in Vitro rychle a vysoce selektivné namnozit jakoukoliv
nukleotidovou sekvenci obsazenou v jakékoliv DNA. Princip PCR je zaloZen na replikaci
nukleovych kyselin, kterd je zdkladnim molekuldrnim procesem vsech zivych organizmd.
Podstatou je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézci vybranych usekt
dvoufetézcové DNA ve sméru 5'—3' prostiednictvim DNA-polymerazy. Usek, ktery je
zadouci ziskat, je vymezen pfipojenim dvou primert, které se vazou na protilehlé fetézce
tak, ze jejich 3'- konce sméfuji proti sobé. Po ptidani DNA-polymerazy a nukleotidi pak
probihd syntéza novych vldken na obou matricovych fetézcich protismérné. K syntéze
DNA se pouzivaji termostabilni polymerazy izolované z termofilnich mikroorganizmd, coz
umoziuje, aby syntéza probihala opakovan¢ formou cykli. PCR je proces, pii némz se v
zavislosti na teploté reakéni smési stiidaji pravidelné tfi kroky. Béhem téchto krokl probi-
haji tf1 odliSné dé€je s riiznymi naroky na teplotu. Nejprve jde o denaturaci dvoutetézcovych
molekul DNA pii teploté¢ 94 °C, potom nasleduje annealing neboli pfipojeni primeril
k odd€lenym fetézcim DNA pii teplot¢ 30 — 60 °C a nakonec syntéza novych fetézcu
DNA prostiednictvim DNA-polymerazy pii 65 az 75 °C. Teploty a koncentrace kompo-
nent se méni v zavislosti na povaze vzorkll. Vyslednym produktem PCR jsou amplikony o
velikosti desitek az tisice bp (part bazi) analogické restrikénim fragmentim. Jejich pfi-
tomnost se Vvreakéni smési prokazuje stanovenim jejich velikosti elektroforézou

Vv agarovém nebo polyakrylamidovém gelu (Smarda, 2005; Alberts, 1998).

4.1 Nahodna PCR

Néhodna PCR neboli ndhodné amplifikace polymorfni DNA (RAPD), je rychla a jednodu-
cha technika pro fingerprinting DNA, ktera je vhodna pro rychlou srovnavaci typizaci ge-
nomovych DNA mikroorganizma (Berthier, Ehrlich, 1999). Pii metod¢ je pouzivan Casto
jeden nebo vice kratkych primerd o délce 8 — 12 nukleotidd libovolné sekvence
s neznamou homologiich k cilové sekvenci DNA a malo pfisné podminky pro nasednuti
primeru. Za téchto mirnych podminek je pravdépodobné, ze primer nasedne na DNA ve
vice mistech. Tato mista dovoluji pfipojeni na protilehlych fetézcich 3'-konci sméfujicimi k
sobé. Vysledkem je amplifikace mnoha fragmentl s riznou délkou a rozdilnym molarnim

mnozstvim (Smarda 2005). RAPD-PCR byva pouzivana k odhadovani biologické diverzity



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

26

v ramci bakterii mlééného kvaSeni (Cocconcelli et al., 1995). Schématické zndzornéni

RAPD - PCR je na obrazku ¢. 1.

Templatova DNA

1 RAPD - PCR

— <«
Produldty
RAPD-PCR
[ ]  I—
Gelova elektroforéza a
amplifikace fragmenti
o
.
Detekce velikosti amplifikovanich

fragmenti a jejich porovnani

Obrazek 1: Schématické znazornéni RAPD — PCR, pievzato z Arif (2010)
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5 MALDI TOF

Metoda MALDI TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight
mass spectrometry) byla ptivodné vyvinuta na kvalitativni analyzu peptidu a bilkovin, nyni
se vSak vyuziva i pro analyzy nukleovych kyselin nebo nizkomolekularnich organickych i
anorganickych latek. Mezi jeji vyhody patii vysoka citlivost a rychlost méfeni, pfesnost a
aplikovatelnost pro Siroké spektrum mikroorganizmi. Ty je mozno pomoci MALDI-TOF
rozli$it na rodové, druhové a ¢asto i kmenové urovni (Havlis, 1999). MALDI-TOF je spo-
lehliva, rychla a nepfili§ ndkladna metoda pro identifikaci bakterii mlééného kvaseni které

jsou spojeny s fermentovanymi masnymi vyrobky (Doan, 2012).

5.1 Princip metody

Vzorek je ionizovan tak, aby molekula rezonan¢né absorbovala pfi vinové délce laseru a
tedy, aby se energie fotont laseru rovnala energii potiebné k vybuzeni dané molekuly a tim
K jeji ionizaci. Doba ptenosu energie se déje v fadu jednotek az desitek nanosekund, aby
nedochézelo k jeho tepelné destrukci. Pokud jsou méfené molekuly ozarované ptimo, tak
se $tépi nezddoucim zplisobem. Proto byla do metodiky zavedena matrice. Matrice je latka,
jejimz prostiednictvim se ionizacni energie laseru pfenasi na vzorek a tim brani jeho $tépe-
ni. PouZiti matrice umoznuje méfeni vice latek v jednom vzorku a vysledek neovliviiuje ve
vyznamné mife pozadi biologickych vzorkli. Smés matrice a vzorku je na MALDI desticce
zasazena pulzem laseru. Dojde k ionizaci vzorku piedanim H' iontu z matrice, vznikne
radikal odstépenim elektronu, ptipadné cilené rozkouskovani molekuly a opétovné spojeni
kousku. Tonty analyzované latky jsou urychleny silnym elektrickym polem (25 — 30 kV) a
pfes uzemnénou miizku vstupuji do vakua v letovém detektoru. Tam se pohybuji rychlosti
danou jejich hmotnosti a nabojem m/z. Detektor zachytava dopadajici ionty, ze kterych pak
vypocitd jejich hmotnost. VéEtSina detektorti je zalozena na ptevodu iontli na elektricky
signal pomoci scintila¢ni vrstvy, kterd pfi dopadu iontl vydava svételné zatreni. Toto zateni
je dale prevedeno na elektricky proud a zesileno. Detektory rozdélujeme na elektronovy,

fotonasobic a Faradayovu klec (Havlis, 1999).

Pro samotnou analyzu je dulezity vybér matrice. Vhodné jsou aromatické karboxylové
kyseliny, vétsinou derivaty kyseliny benzoové rozpusténé ve vodném roztoku acetonitrilu,
metanolu nebo etanolu. Roztok se jesteé casto okyseluje kyselinou triflouroctovou (Huong,
2014; Havlis, 1999).
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

6 CILE PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo charakterizovat vybrané grampozitivni bakterie
izolované z fermentovaného masného vyrobku Paprikds v procesu jejich vyroby, zrani a
skladovéani. Do této studie byly zafazeny fermentované masné vyrobky vyrobené dvéma
odlisnymi technologiemi za pouziti stejné startovaci kultury. K dosazeni tohoto cile bylo

nutno splnit n¢kolik dil¢ich cili:

- Vypracovat literarni reSerSi na téma vyroby fermentovanych masnych vyrobku a jejich

mikroflory.

- Metodou MALDI-TOF identifikovat kmeny bakterii, které byly izolovany

z fermentovaného salamu Paprikas.

- Metodou RAPD-PCR porovnat, zda se fingerprinty izolovanych bakterii béhem zrani a

skladovani u obou technologii zménily.

- Vyhodnotit vysledky, diskutovat je a formulovat zavéry.
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7 MATERIAL A METODY

7.1 Popis a priprava vzorki

Analyzované vzorky byly vyrobeny a dodany ¢eskou komeréni spolec¢nosti v obdobi tnor
— duben 2015, konkrétné byly pouzity TFS Paprikas. Dodany byly dvé Sarze salam vyro-
benych klasickou technologii a dvé SarZe vyrobkil zpracované technologii QDS, dale vzor-
ky dila vSech Sarzi, vzorky kofeni a startovaci kultura ve formé lyofilizatu. Ob¢ dila byla
sloZzena z masa, sadla, koteni a specifické skladby sacharidi, s tim rozdilem, ze v dile vy-
robeném technologii QDS byla vétsi davka kotfeni. Schéma vyroby salamt Paprikas jed-

notlivymi technologiemi je uvedeno na obrazku ¢. 2 a ¢. 3.

Klasicka
technologie

Dilo 1, 2 Sarze

Propustny obal
kalibr

Zrani

3,5 dne, teplota, rv

Klasické susSeni Platkovani a

21 - 24 dni, el
teplota, rv atmosféra

Skladovani Skladovani

teplota, rv teplota, rv

Obrazek 2: Schéma vyroby TFS klasickou technologii
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QDS technologie
Dilo 2, 2 Sarze

Nepropustny obal
kalibr

Zrani
2,5 dne, teplota, rv

Zmrazeni
14 dni, teplota, rv

Platkovani a
suseni

podminky

Baleni
atmosfera

Obrazek 3: Schéma vyroby TFS QDS technologii

V tabulce €. 3 je uveden ¢asovy harmonogram mikrobiologickych analyz vzorkl salami.

Tabulka 3: Casovy harmonogram odbéru vzork® salami

Denodbéru | 2. | 3. | 16. | 23. | 30. | 37. | 42. | 44. | 49. | 58. | 63.
klasicka technologie

tyce v oo/ v v v
platky v / v v v/
QDS technologie
tyce v v
platky v / v 4 4

Pro néslednou analyzu mikroorganizmu byly vzorky déle zpracovany. Vlastni mikrobiolo-

gicky rozbor vyrobkll nebyl predmétem této diplomové prace (zabyvala se jim ve své praci
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Bc. Iveta Kalousova), nicméné z divodu dalsi prace s izolaty zde bude stru¢né popsan po-
stup téchto analyz

Deset gramii vzorku saldmu bylo odebrano do sterilniho plastového sacku. Z ty¢i byly
odebirany 3 vzorky, kazdy z jiné vrstvy vzhledem ke vzdalenosti od stiedu salamu. Navaz-
ka byla 10x zfedéna sterilnim fyziologickym roztokem a homogenizovana (Stomacher
BA6021, Lab Blender 400) po dobu dvou minut. Z této zakladni suspenze byla pfipravena
fada desitkového fedéni. Agarové plotny byly inokulovany roztérem 100 pl suspenze za
pouziti sterilnich hokejek. V tabulce &. 4 jsou uvedena média, podminky ristu a CSN ISO

normy (ve kterych je zakotven standardni postup kultivace).

Tabulka 4: Kultiva¢ni stanoveni testovanych mikroorganizmu

B T T B
mikroorganizmu kultivace
CPM PCA 30°C,72h  CSNISO 2293
laktobacily MRS 30°C, 72h x50 15214
anaerobn¢
koagulaza negativni MSA 30°C, 24 - 48 h )

stafylokoky

Ze vzorkl byly vykultivovany mikroorganizmy:

Celkovy pocet mikroorganizmti (CPM) na zivné pudé Plate Count Agar (PCA).

Slozeni PCA: enzymaticky hydrolyzat kaseinu 5,0 g/l, kvasni¢ny extrakt 2,5 g/, dextrdza
1,0 g/1, agar 15,0 g/, vysledné pH (pii 25 °C) 7,0 £ 0,2,

Laktobacily byly kultivovany na médiu MRS (Lactobacillus MRS Agar).

Slozeni MRS: proteozo-pepton 10,0 g/l, hovézi extrakt 10,0 g/l, kvasni¢ny extrakt 5,0 g/l,
dextréza 20,0 g/l, polysorbat 80 1,0 g/l, citrat amonny 2,0 g/l, acetat sodny 5,0 g/, siran
hotecnaty 0,1 g/l, siran manganaty 0,05 g/l, hydrogenfosfore¢nan draselny 2,0 g/l, agar
12,0 g/, vysledné pH (25 °C) 6,5 £ 0,2,

Stafylokoky byly kultivovany na médiu Mannitol Salt Agar (MSA).

Slozeni MSA: proteozo-pepton 10,0 g/l, masovy extrakt (ekvivalentni k hovézimu extrak-
tu) 1,0 g/l, chlorid sodny 75,0 g/l, D-mannitol 10,0 g/l, pH indikator fenolova Cerven
0,025 g/, agar 15,0 g/1, vysledné pH (25 °C) 7,4 £ 0,2.
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Po predbézné identifikaci byly k dalsi analyze vybrany grampozitivni bakterie. VSechny
doposud popsané pracovni potupy byly provadény na Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotni-

ho prostiedi Univerzity Toméase Bati ve Zlin¢.

7.2 Identifikace vzorki metodou MALDI-TOF

Ptipravené vzorky byly nejprve identifikovany na trovni druht metodou MALDI-TOF.
Izolované kolonie kazdého vzorku byla pfenesena pomoci jednorazového aplikatoru na
ter¢ik identifika¢ni desticky (Bruker, Némecko). Kmeny byly identifikovany metodou se-
miextrakce — nejprve byly zakapnuty 1 pl 70% kyseliny mravenci (Sigma Aldrich, USA) a
po zaschnuti byly na vzorky zakapnuty vzdy 1 pl 1% roztoku kyseliny skoticové (Bruker,
Némecko) v 50% roztoku acetonitrilu (Sigma Aldrich, USA), v ultracisté vodé (Sigma
Aldrich, USA) a 2,5% kyseling trifluoroctové (Sigma Aldrich, USA).

Po zaschnuti byly vzorky analyzovany pomoci pfistroje Maldi Biotyper (Bruker, Némec-

ko). VSechny vzorky byly stanoveny v triplikatu.

K vyhodnoceni bylo pouzito srovnani naméfenych spekter se standardni bakterialni kniho-
vou Bruker. Pfistroj hodnoti spolehlivost identifikace na zédklad¢ hodnoty tzv. skore, které
zohlediiuje kvalitu pfipraveného vzorku a také velikost shody se spektrem dostupnym
Vv knihovné. Hodnoty skore se pohybuji v intervalu od 0 do 3. Hodnoty v rozmezi 0 — 1,5
znadi, ze dany mikroorganizmus nebyl identifikovan. Hodnoty v rozmezi 1,5 — 2,0 zname-
naji, ze mikroorganizmus byl identifikovan s nizsi spolehlivosti, zpravidla na trovni rodu.
Hodnota nad 2,0 znac¢i velmi spolehlivou identifikaci na urovni druhu. Jak jiz bylo zming-
no, vSechny izolaty byly stanoveny v triplikatu, ve vysledcich jsou uvedeny hodnoty skore

nejvyssi shody.

7.3 Charakterizace vzorku metodu RAPD-PCR

7.3.1 lzolace DNA

Izolace DNA z bakterialnich vzorkd byla provedena pomoci komeréniho kitu DNeasy
Blood and Tissue (Qiagen, Némecko) v mikrobiologickém bezpecnostnim boxu (Forlab
MBB, Block, Ceska republika). Kolonie jednotlivych vzorki byly z agarovych misek se-
sbirany pomoci sterilni mikrobiologické klicky a resuspendovany vzdy v 500 ul pufru PBS
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(NaCl 8 g/l, KCI 0,2 g/l, NazHPO4 1,42 g/l, KH,PO4 0,24 g/l). Vzorky byly promichany na
vortexu a poté centrifugovany (BOECO, Némecko) piti 8000 g po dobu 5 minut. Vznikly
pelet byl rozpustén v 360 ul lyza¢niho pufru (20 mM TRIS/HCI, 2 mM EDTA, 1% Triton
X-100, lysozym 20 mg/ml, v§e SERVA, Némecko). Vzorky byly nasledné inkubovany pii
37 °C po dobu 60 minut (DryBath inkubator, Taiwan). Nasledné bylo ptidano 25 pl protei-
nazy K, ktera byla souc¢asti komer¢niho kitu. Lyze byla dokoncena 10 min pii 56 °C. Izola-

ce byla dokoncena dle nadvodu komercniho kitu.

7.3.2  Amplifikace DNA

Pro amplifikaci byl pouzit komeréni kit FastStart PCR Master (Roche, Némecko) s pouzi-
tim primert uvedenych v tabulce ¢. 5, kde jsou uvedeny i teploty annealingu (Ta). SloZeni
reakéni smési pro jednotlivé RAPD primery je uvedeno v tabulce ¢. 6. Celkovy objem kaz-
dé reakce byl 25 ul (22 pl reakéni smési a 3 pl vyizolované DNA). Amplifikace byla pro-
vedena v termocycleru (Gene Pro cycler, Némecko). Termalni profily reakci pro jednotlivé
RAPD primery jsou uvedeny Vv tabulkach ¢. 7, 8, 9 a 10. Slozeni reakénich smési s jednot-
livymi RAPD primery i vlastni reakce byly provedeny dle autort publikaci uvedenych v

tabulce ¢. 5.

Tabulka 5: Charakteristika pouzitych RAPD primeri

Sekvence (5°- 3")

R5 AAC GCG CAAC 29 Aymerich et al. (2006)
M13R2 GGA AAC AGC TAT GAC CAT GA 38 Aymerich et al. (2006)
Svec et al.
GTGs GTG GTG GTG GTG GTG 40 (2005 a 2009)
Coconcelli et al.
CcC1 AGC AGC GTG G 37 (1995)

Tabulka 6: Slozeni reak¢énich smési s jednotlivymi primery

Primer R5 M13R2 CC1 GTG5
PCR mix (Roche) 12,5 ul 12,5 ul 12,5 ul 12,5 ul
objem primeru (20 uM) 1 ul 1 ul 0,25 ul 1,25 ul
MgClI 1 ul 0l 1 ul 0,5 ul
voda 7,5 ul 8,5 ul 8,25 ul 7,75 ul
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Tabulka 7: Termalni profil PCR s pouzitim primeru R5

Hot-start (1x) | Cyklus (40x) | Finalni elongace
95 °C 95 °C 29 °C 72 °C 74 °C
7 min 40 s 90s 120 s 5 min

Tabulka 8: Termalni profil PCR s pouzitim primeru M13R2
Hot-start (1x) | Cyklus (35x)

95°C 95 °C 38°C 72°C

7 min 60 s 60 s 60 s

Tabulka 9: Termalni profil PCR s pouzitim primeru GTGs

Hot-start (1x Cyklus (30x Finalni elongace
95 °C 95 °C 40 °C 65 °C 65 °C
7 min 60 s 60 s 8 min 16 min

Tabulka 10: Termalni profil PCR s pouzitim primeru CC1

Hot-start (1x Cyklus (35x Finalni elongace
95 °C 95 °C 37°C 72 °C 72 °C
7 min 40s 60 s 120s 7 min

7.3.3 Gelova elektroforéza

Elektroforéza byla provedena v 1,2% agar6zovém gelu (SeaKem, Lonza) pfipraveném v
0,5x TBE pufru (Tris 5,4 g/l, kyselina borita 2,75 g/l, 2ml 0,5M EDTA, v§e SERVA, N¢-
mecko). K vizualizaci amplikont byl do gelu ptidan etidiumbromid o finalni koncentraci
0,5 png/ml (SERVA, Némecko). Na gel byl rovnéz nanesen hmotnostni standard 100 bp
ladder (Nippon Genetics, Némecko) o objemu 10 ul. Pfed nanesenim na gel byl do vzorku
DNA pfidan nanaSeci pufr (DNA Loading Dye 6x, Thermo Fisher Scientific) v poméru
DNA:nanéSeci pufr 5:1. Na gel bylo poté naneseno mnozstvi 15 pl. Elektroforéza byla
provedena pii konstantnim napéti 120 V po dobu 150 minut.

7.3.4 Hodnoceni geli

Gely byly vizualizovany pomoci UV zafeni a zaznamenany dokumenta¢nim systémem

s fotoaparatem (Digimage Systém Major Science, USA).
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Snimky gelti byly analyzovany pomoci programu GelQuest (Sequentix, Némecko), meto-
dou UPGMA (numericka shlukova analyza) s pouzitim koeficientu Nei a Li (Dice) byly
sestrojeny dendrogramy. Molekulové hmotnosti proteinovych frakci byly rovnéz vypocte-
ny programem GelQuest. Byl pouzit molekulovy standard 100 bp ladder (Nippon Genetics,
Némecko) s DNA fragmenty o definovanych velikostech v rozmezi 100 — 3000 bp. Veli-
kost a rozlozeni jednotlivych DNA fragmentt u pouzitého 100 bp standardu je na obrazku
¢. 4.

Péni bazi

Obrazek 4: Velikost a rozlozeni jednotlivych DNA fragmentti u pouzitého 100 bp
standardu
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Identifikace vzorki metodou MALDI-TOF

Celkové mnozstvi vyizolovanych a identifikovanych vzorkl z produktti vyrobenych Kkla-
sickou technologii bylo 63. Z tohoto mnozstvi bylo na zaklad¢ dosazeného skore 60 vzorka
metodou MALDI-TOF identifikovano velmi spolehlivé a tii vzorky s niz$i spolehlivosti.
Nejvice byly zastoupeny bakterialni druhy Staphylococcus carnosus (33) a Lactobacillus
curvatus (10). Lactobacillus sakei (3) a Staphylococcus xylosus (2) byly dalsimi o¢ekava-
nymi druhy. Souhrn vSech identifikovanych kment izolovanych ze vzorkd vyrobenych

klasickou technologii jsou uvedeny v tabulce €. 11.

Vzorkii pochézejicich z dila vyrobeného metodou QDS nebylo stejné mnozstvi jako
z klasické technologie vyroby, protoze z diivodu pouzité technologie nemohly byt odebira-
ny vzorky z ty¢i. Celkové mnozstvi izolatl bylo tedy 28. Nejvice zastoupené druhy byly
Staphylococcus carnosus (13) a Lactobacillus curvatus (10). Vsechny identifikované druhy

vyizolované ze salamt vyrobenych technologii QDS jsou uvedeny v tabulce ¢. 12:
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Tabulka 11: Identifikace vybranych bakterii izolovanych z vyrobki pfipravenych klasic-

kou technologii

Cislo o vr Cislo
Nejlepsi shoda vzorku

19.10
19.12
281.1
18.6H
169.2
205.8
1341
206.15
206.6
206.6
207.13
194
135.6
1711
171.1H
210.11
17.4
170.10
1715
147.8
207.14
219.13
219.10
19.11
1.9H
17.3
18.5K
171.8
171.4
10.4
17.1H
2.10H

Lactobacillus curvatus
Lactobacillus curvatus
Acinetobacter pitti
Staphylococcus carnosus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus curvatus
Pediococcus pentosaceus
Staphylococcus epidermidis
Lactobacillus sakei
Lactobacillus sakei
Pediocioccus pentosaceus
Lactobacillus sakei
Staphylococcus carnosus
Pediocioccus pentosaceus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus curvatus
Staphylococcus epidermidis
Lactobacillus curvatus
Pediocioccus pentosaceus
Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus curvatus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Acinetobacter pitti
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus xylosus

2,237
2,271
2,207
2,313
2,223
2,112
2,211
2,232
2,181
2,371
2,441
2,239
2,415
2,077
2,224
2,237
2,308
2,026
2,278
2,237
2,132
2,192
2,254
2,197
2,236
2,156
1,959
2,326
2,235
2,296
2,222
2,321

205.2
205.1
134.6
205.3
281.7
1.8
134.5
169.8
17.1
205.1
281.7
1.7
291.3
170.1
18.8H
17.2H
17.1K
207.1
206.7
280.1
147.7
170.7
1.1
134.2
206.13
205.4
207.6
19.8
280.4
135.2
18.7K

Nejlepsi shoda

Stapylococcus warneri
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus hominis
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Acinetobacter pitti
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Acinetobacter pitti
Staphylococcus carnosus

Acinetobacter ursingii

1,969
2,157
2,103
2,077
2,282
2,245
2,263
2,297
2,289
2,157
2,307
2,256
2,322
2,237
2,323
2,189
2,139
1,811
2,289
2,022
2,024
2,313
2,276
2,165
2,134
2,289
2,046
2,103
2,294
2,312
2,164
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Tabulka 12: Identifikace vybranych bakterii izolovanych z vyrobku pfipravenych techno-

logii QDS

Cislo Aoens7 7
Nejlepsi shoda

77.15
79.14
46.14
79.11
79.13
44.9
259.14
44.22
151.9
223.8
44.18
259.14
46.13
259.3
115.7H
46.1
46.5H
46.3
223.2
44.1H
259.5H
45.4H
44.3H
259.1
259.7H
44.4H
45.5H
46.4

Lactobacillus curvatus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus sakei
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus sakei
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus sakei
Lactobacillus curvatus
Staphylococcus hominis
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus hominis
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus carnosus

2,258
2,215
2,307
2,269
2,322
2,129
2,454
2,352
2,407
2,355
2,213
2,476
2,222
1,972
2,036
2,324
2,291
2,068
2,273
1,997
2,143
1,925
1,971
2,116
2,275
2,306
2,376
2,298

Z celkového shrnuti identifikace vybranych bakterii izolovanych ze vzorkd salamt Papri-

kas vyrobenych pomoci klasické a QDS technologie (tabulka ¢. 13, 14) je zfejmé, ze u vy-

robkli produkovanych pomoci klasické technologie je pfitomno rozmanitéjsi druhové za-

stoupeni bakterii. U téchto vyrobkil bylo identifikovano celkem 12 rlznych bakterialnich

druhti, mezi izolaty ze salami vyrobenych technologii QDS byly nalezeny pouze 4 rizné

druhy.
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Tabulka 13: Zastoupeni identifikovanych bakterii izolovanych ze salami vyrobenych Kla-
sickou technologii

Klasicka technologie

Staphylococcus carnosus 33
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus sakei
Staphylococcus xylosus
Acinetobacter pitti
Staphylococcus hominis
Acinetobacter ursingii
Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis
Staphylococcus warneri
Staphylococcus epidermidis
Pediocioccus pentosaceus
CELKEM

AR R PREREREAND®ES

(o3}
w

Tabulka 14: Zastoupeni identifikovanych bakterii izolovanych ze salamt vyrobenych QDS

technologii

QDS technologie

Staphylococcus carnosus 13
Lactobacillus curvatus 10
Lactobacillus sakei 3
Staphylococcus hominis 2

CELKEM 28
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8.3 RAPD profil vybranych bakterii izolovanych z fermentovaného

masného vyrobku

Kmeny, které byly metodou MALDI-TOF identifikovany jako zastupci rodt Lactobacillus
nebo Staphylococcus, byly podrobeny dalsi analyze, konkrétné byly pomoci metody
RAPD-PCR s vyuzitim ¢tyf ruiznych primera sestrojeny jejich fingerprintové profily.

Kmeny Staphylococcus byly sefazeny podle toho, jakym typem technologie byl vyroben
produkt, ze kterého byly vyizolovany a nasledné amplifikovany pomoci primeri R5 (obra-
zek €. 5), M13R2 a CCl. Stejné tak byla amplifikovana DNA stafylokoku izolovanych ze
startovaci kultury. Kmeny startovaci kultury byly pouzity pii kazdé amplifikaci a gelové
elektroforéze jako pozitivni kontroly. Laktobacily byly amplifikovany se v§emi 4 primery,
tedy R5 (obrazek ¢. 6), M13R2 a CC1 a GTGs. Primer GTGs se primarné pouziva k rozli-
Seni bakterii mlééného kvaseni (Svec et al., 2005), proto nebyl pouzit pii charakterizaci
izolovanych stafylokokt. Pokud je u nasledujicich obrazki za nazvem mikroorganizmu
uvedena zkratka K, znamena to, Ze se jedna o izolat pochézejici z vyrobku z klasické tech-

nologie.

L NK SK1 SK2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15. 16

we Www W -

5 - — — -

i

Obrazek 5: RAPD profil vybranych kmeni stafylokok ziskany pomoci primeru De-
tekce Staphylococcus s vyuzitim primert RS

L. 100 bp ladder, NK. Negativni kontrola, SK1. Startovaci kultura 1, SK2 Startovaci kultura 2, 1.
S. curvatus, K, 3. S. curvatus K, 4. S. curvatus K, 5. S. curvatus K, 6. S. curvatus K, 7. S. curvatus
K, 8. S. curvatus K, 9. S. curvatus K, 10. S. curvatus K, 11. S. curvatus K, 12. S. curvatus K, 13.

S. curvatus K, 14. S. curvatus K, 15. S. curvatus K, 16. S. curvatus K
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Obrazek 6: RAPD profil vybranych kmeni laktobacilt ziskany pomoci primeru R5

L. 100bp ladder, NK. Negativni kontrola, SK1. Startovaci kultura 1., SK2. Startovaci kultura 2, 1. L. curva-
tus K., 2. L. curvatus K, 3. L. curvatus K, 4. L.curvatus K, 5. L.curvatus K., 6. L. curvatus K. 7. L. curvatus
K., 8. L. curvatus K, 9. L.curvatus K., 10. L. curvatus K., 11. L.cuvatus QDS, 12. L.cuvatus QDS, 13.
L.cuvatus QDS, 14. L.cuvatus QDS, 15. L.cuvatus QDS, 16. L.cuvatus QDS

8.3.1 RAPD typizace: primer R5, rod Staphylococcus

Pocet viditelnych amplifikovanych DNA fragmentti v RAPD profilu vzniklého amplifikaci
DNA kment S. carnosus z klasické i QDS technologie s primerem R5 se pohybuje
v rozmezi od jedné do Sesti. Velikost viditelnych DNA fragment je mezi 221 bp a 725 bp.
RAPD profil startovaci kultury, jako referencniho kmene, je tvofen Ctyfmi fragmenty
Vv pfipad€ prvni izolace a tfemi fragmenty v piipad¢ druhé izolace. Velikost fragment star-
tovaci kultury je 263 — 484 bp. Velikosti vSech fragmenti kmenta S. carnosus s primerem

R5 jsou uvedeny v tabulce ¢islo 15.

S pouzitim RAPD profili vSech analyzovanych kment byl vytvoien dendrogram (obra-
zek 7). Testované izolaty S. carnosus byly pomoci klastrové analyzy rozdéleny do 3 sku-
pin. Prvni skupinu tvofily bakterie, které byly vyizolovany z lyofilizované startovaci kultu-
ry a také jeden kmen vyizolovany z produktii vyrobenych technologii QDS a ¢tyfmi kmeny
izolovanymi z vyrobki produkovanych klasickou technologii. Druha, nejpocetnéjsi skupi-
na, je tvorena dvéma kmeny startovaci kultury a dale izolaty ze salaml vyrobenych jak
klasickou technologii, tak i technologii QDS. Tato skupina je dale rozdélena do tii vétvi.
V prvni z nich jsou izolaty lyofilizované kultury a jeden kmen pochazejici ze salamu vyro-

beného Kklasickou technologii. V druhé z vétvi pievazuji kmeny pochazejici z produkti
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vyrobenych technologii QDS. Tieti vétev je tvofena Sesti kmeny pochézejicimi pouze
z vyrobkll vyprodukovanych klasickou technologii. Tteti skupina je tvofena sedmi kmeny
S. carnosus vyizolovanymi pifevazné z produkti vyrobenych klasickou technologii

(6 kmenti). VSechny kmeny této posledni skupiny vykazuji stejny fingerprint.
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Tabulka 15: Velikosti DNA produktii ziskanych metodou RAPD-PCR pomoci
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Obrazek 7: Dendrogram vytvoieny z RAPD profilu kmeni S. carnosus izolovanych ze

salamu vyrobenych Klasickou i QDS technologii za pouziti primeru R5
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8.3.2 RAPD typizace: primer M13R2, rod Staphylococcus

Pocet viditelnych amplifikovanych DNA fragmentii v RAPD profilu vzniklého amplifikaci
DNA kmenu S. carnosus izolovanych ze salamt Paprikas vyrobenych klasickou i QDS
technologii s primerem M13R2 se pohybuje Vv rozmezi od dvou do ¢tyf. Velikost viditel-
nych DNA fragmentt je mezi 130 bp a 500 bp. RAPD profil startovaci kultury, jako refe-
ren¢niho kmene, je tvofen tiemi fragmenty v pfipad¢é prvni izolace a ¢tyfmi fragmenty
Vv ptipad¢ druhé izolace. Velikost fragmenti startovaci kultury je 130 — 336 bp. VSechny
velikosti fragmentti kmenu S. carnosus s primerem M13R2 jsou uvedeny v tabulce ¢is-
lo 16.

S pouzitim RAPD profilii vSech analyzovanych kmeni byl vytvofen dendrogram (obra-
zek 8). Testované izolaty S. carnosus byly pomoci klastrové analyzy rozdéleny do dvou
velkych skupin, jeden kmen se nesparoval s zadnym z dalSich izolati a vystupuje v den-
drogramu samostatné. Prvni skupina se dale délila do dvou vétvi. V prvni z nich se se-
skupily bakterie, které byly vyizolovany z lyofilizované startovaci kultury a kmen pocha-
zejici z produkti vyrobenych klasickou technologii. Druha vétev se skladala pouze
z kmenu pochazejici z vyrobkt produkovanych klasickou technologii (celkem 4 kmeny).
Druha skupina se také délila do dvou vétvi. Prvni i druha podskupina byla tvofena bakteri-
emi pochazejicimi ze startovaci kultury a dale kmeny pochazejicimi jak ze salamt vyrobe-
nymi Klasickou, tak i QDS technologii. U kmene S. carnosus pochazejiciho ze salami vy-
robenych klasickou technologii nebyla v RAPD profilu shleddna vyraznéjsi podobnost s

ostatnimi izolovanymi kmeny stafylokokd, proto tento kmen vytvofil samostatnou vétev.
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Obrézek 8: Dendrogram vytvoieny z RAPD profilu kment S. carnosus izolovanych ze

salamu vyrobenych klasickou i QDS technologii za pouziti primeru M13R2
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8.3.3 RAPD typizace: primer CC1, rod Staphylococcus

Pocet viditelnych amplifikovanych DNA fragmentii v RAPD profilu vzniklého amplifikaci
DNA kment S. carnosus izolovanych z produkti vyrobenych klasickou i QDS technologii
s primerem CCL1 se pohybuje v rozmezi od jednoho do deviti. Velikost viditelnych DNA
fragmentli je mezi 57 bp a 656 bp. RAPD profil startovaci kultury, jako referencniho kme-
ne, je tvofen tfemi fragmenty v pfipadé prvni izolace a Ctyfmi fragmenty v pfipad€ druhé
izolace. Velikost DNA amplikont startovaci kultury se pohybovala v roz,eué 130 — 336 bp.
Vsechny velikosti fragmentd DNA kmenu S. carnosus s primerem CC1 jsou uvedeny

v tabulce ¢&islo 17.

S pouzitim RAPD profilii vSech analyzovanych kmeni byl vytvofen dendrogram (obra-
zek 9), ve kterém se testované kmeny S. carnosus rozdélily do tfi skupin. Prvni z nich je
nejobsahlejsi a nejrozvétvenéjsi. DéEli se na jednu dale vétvenou, tu tvoii bakterie vyizolo-
vané z lyofilizatu startovaci kultury, dale kmeny pochazejici z vyrobkl vyrobenych klasic-
kou metodou (celkem 7 izolatd) a jeden zastupce vyizolovany ze salamt vyrobenych za
pomoci technologie QDS. Druhou vétev prvni skupiny tvoii dvé shodné posouzené bakte-
rie pochazejici z vyrobkl vyrobenych klasickou metodou. Druha skupina je tvofena za-
stupci bakterii startovaci kultury (2 kmeny) i bakterii izolovanych z Paprikase vyrobeného
QDS technologii (2 kmeny). Samostatnou skupinu v tomto dendrogarmu tvoii pét bakterii
izolovanych z produktli technologie klasické. Jak je patrné z dendrogramu, tak téchto pét

kmeni stafylokoki vykazovalo za pouziti primeru CC1 totozny RAPD profil.
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Tabulka 17: Velikosti DNA produktii ziskanych metodou RAPD-PCR pomoci
primeru CC1 u izolati rodu Staphylococcus
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Obrazek 9: Dendrogram vytvofeny z RAPD profilu kmenii S. carnosus izolovanych ze

salamu vyrobenych klasickou i QDS technologii za pouziti primeru CC1
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8.3.4 RAPD typizace: primer R5, rod Lactobacillus

Pocet viditelnych amplifikovanych DNA fragmentii v RAPD profilu vzniklého amplifikaci
DNA kmenu Lactobacillus izolovanych ze salamt vyrobenych klasickou i QDS technolo-
gii s primerem R5 se pohybuje v rozmezi od jednoho do sedmi. Velikost viditelnych DNA
fragmenti je mezi 42 bp a 470 bp (tabulka ¢. 17). RAPD profil startovaci kultury, jako
referencniho kmene, je tvofen dvéma fragmenty v piipad¢ prvni izolace a jednim fragmen-
tem v piipadé druhé izolace. Velikost fragmenti startovaci kultury se pohybovala v rozme-
zi 241 — 340 bp. VSechny velikosti DNA amplikonti kment Lactobacillus s primerem
CC1 jsou uvedeny v tabulce ¢islo 18.

S pouzitim RAPD profilti vSech analyzovanych kmena byl vytvofen dendrogram (obra-
zek 10). V tomto dendrogramu jsou bakterie rozdéleny do dvou pocetnych skupin. Prvni
skupina je dale vétvena na dveé vétsi podskupiny. Prvni podskupina je tvofena zastupci star-
tovaci kultury (2 kmeny) a zastupci L. curvatus (celkem 5 kmenti) pochézejicich ze salamu
vyrobenych metodou QDS. Druhy celek je tvofen 10 kmeny L. curvatus vyizolovanymi z
Paprikase vyrobeného Klasickou metodou a dvéma kmeny L. sakei pochazejicimi
z vyrobki vyrobenych metodou QDS. Z dendrogramu je rovnéz patrné, ze ve tfech pod-
skupinach RAPD amplikony kment L. curvatus vykazovaly shodny profil (0% rozdil).
Druha skupina je ponékud mensi a je tvofena vétvi sloZenou z izolath pochézejicich ze
startovaci kultury a vétvi tvofenou izolaty bakterii L. curvatus (2 kmeny) a L. sakei (1

kmeny) pochazejicich z vyrobkl vyrobenych technologii QDS.
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ych metodou RAPD-PCR pomoci

iskan
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Tabulka 18: Velikosti DNA produkt

primeru R5 u izolatd rodu Lactobacillus
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Obrazek 10: Dendrogram vytvoieny z RAPD profilu kment Lactobacillus izolovanych

ze salamtl vyrobenych klasickou i QDS technologii za pouziti primeru R5
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8.3.5 RAPD typizace: primer M13R2, rod Lactobacillus

Pocet viditelnych amplifikovanych DNA fragmenti v RAPD profilu vzniklého amplifikaci
DNA kment Lactobacillus izolovanych z produkti vyrobenych za pomoci klasické i QDS
technologie s primerem M13R2 se pohybuje v rozmezi od jednoho do ¢étyt. Velikost vidi-
telnych DNA fragmentd je mezi 335 bp a 455 bp. RAPD profil startovaci kultury, jako
referen¢niho kmene, je tvofen jednim fragmentem. Velikost fragmentu startovaci kultury je
395 bp. VSechny velikosti fragmenti kmena Lactobacillus s primerem CC1 jsou uvedeny

v tabulce ¢&islo 19.

S pouzitim RAPD profilti vSech analyzovanych kmenid byl vytvofen dendrogram (obra-
zek 11). V tomto dendrogramu jsou bakterie rozdéleny do dvou pocetnych skupin. Prvni
skupina je dale vétvena na dva vétsi celky. Prvni celek je tvofen zastupci startovaci kultury
(2 kmeny) a zastupci L. curvatus (5 kment) pochazejicich ze salamt vyrobenych metodou
QDS. Druhy celek je tvofen shodné posouzenymi kmeny L. curvatus (10) pochazejici
z klasické metody (10) a kmenem L. sakei (2), pochazejicich z vyrobki vyrobenych meto-
dou QDS. Druha skupin je pon¢kud mensi a je tvofena vétvi slozenou z izolati pochézeji-
cich ze startovaci kultury a vétvi tvofenou z izolatl bakterii pochazejicich z vyrobkll vyro-

benych technologii QDS L. curvatus (3).
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Tabulka 19: Velikosti DNA produktii ziskanych metodou RAPD-PCR pomoci
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Obrazek 11: Dendrogram vytvofeny z RAPD profilu kment Lactobacillus izolovanych

ze salamu vyrobenych Klasickou i QDS technologii za pouziti primeru M13R2
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8.3.6 RAPD typizace: primer GTGs, rod Lactobacillus

Pocet viditelnych amplifikovanych DNA fragmentii v RAPD profilu vzniklého amplifikaci
DNA kmeni Lactobacillus izolovanych ze salama Paprikas vyrobenych klasickou i QDS
technologii s primerem GTGs se pohybuje v rozmezi od jednoho do dvanacti. Velikost
viditelnych DNA fragmentl je mezi 20 bp a 518 bp. RAPD profil startovaci kultury, jako
referencniho kmene, je tvofena péti fragmenty. Velikost fragmentt startovaci kultury se
pohybuje v rozmezi 43-518 bp. Vsechny velikosti DNA amplikont kmenu Lactobacillus

s primerem GTGs jsou uvedeny Vv tabulce ¢islo 20.

Dendrogram na obrazku ¢. 12 je rozdélen na dvé skupiny, prvni tvofi samostatné pouze
izolat lyofilizované startovaci kultury. Druhé skupina je vétvena na jednu rozsahlejsi dale
se délici vétev, ktera je tvofena 7 kmeny L. curvatus pochazejicimi z vyrobkl vyrobenych
klasickou technologii a na vétev tvoienou L. curvatus (3 kmeny) vyizolovanymi ze salamu
vyrobenych klasickou technologii a 8 kmeny L. curvatus pochazejicimi z produkti vyro-
benych technologii QDS. Dalsi malou podskupinu tvoti druhy L. sakei pivodem z vyrobkt
vyrobenych QDS technologii. Samostatnou skupinu tvoii izolat ze startovaci kultury spo-

le¢né s kmenem L. sakei, pochazejicim z vyrobku vyrobenych technologii QDS.
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Velikosti DNA produktt ziskanych metodou RAPD-PCR pomoci

Tabulka 20
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Obrazek 12: Dendrogram vytvofeny z RAPD profilu kment Lactobacillus izolovanych

ze salamu vyrobenych klasickou i QDS technologii za pouziti primeru GTGs
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8.3.7 RAPD typizace: primer CC1, rod Lactobacillus

Pocet viditelnych amplifikovanych DNA fragmentii v RAPD profilu vzniklého amplifikaci
DNA kment Lactobacillus izolovanych z fermentovanych masnych vyrobki vyrobenych
pomoci klasické i QDS technologie s primerem CC1 je pouze jeden. Velikost DNA frag-
mentt se pohybuje mezi 163 bp a 354 bp. Velikost fragmentt startovaci kultury je 334 a
164 bp. Vsechny velikosti fragmentii kment Lactobacillus s primerem CC1ljsou uvedeny
v tabulce ¢islo 21. Vzhledem k tomu, Ze s pouzitim tohoto primeru doslo k nasyntetizovani
vzdy pouze jednoho amplikonu, 1ze usuzovat na to, Ze tento primer byl ztejmé piili§ speci-
ficky a nasedal na maly pocet mist v DNA testovanych laktobacilid. Z tohoto divodu se
pravdépodobné nevytvoftil dostate¢ny fingerprint, na zakladné kterého by mohl byt zkon-

struovan vypovidajici dendrogram.

Tabulka 21: Velikosti DNA produktii ziskanych metodou RAPD-PCR pomoci
primeru CC1 u izolatd rodu Lactobacillus

! 4 L. curvatus K . q

163.56 164.16

304.61 30435
334.66

Velikost DNA
fragmentii (bp)

354.70
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8.4 Diskuze

Prakticka ¢ast diplomové prace byla zaméfena na analyzu druhového zastoupeni mikroor-
ganizmu, které byly izolovany z fermentovaného salamu Paprikas, ktery byl vyrobeny kla-
sickou technologii a technologii QDS. Néasledné prob¢hla typizace izolath metodou RAPD-
PCR. Vystupem je porovnani vysledkti vzhledem k typu vyroby (klasicka vs. QDS).

Bakterie mlé¢ného kvaseni spojené s fermentovanymi potravinami jsou obvykle zastupci
rodi Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pedio-
coccus, Streptococcus a Weissella (Logan a Katzman, 2005). Charakteristické aroma fer-
mentovanych salami je pfifazovano biochemické aktivit¢ a produkci senzoricky aktivnich
latek bakteriemi mlééného kvaseni a grampozitivnimi, katalaza pozitivnimi koky (Demeye
et al., 1974). U salamu Paprikas vyrobenych pomoci klasické metody byly zastoupeny bak-
terie rodu Lactobacillus, Staphylococcus, Pediococcus, Acinetobacter a Bacillus. U pro-
dukti vyrobenych QDS technologii byla zjisténa mensi mikrobialni diverzita, protoze byly
izolovany pouze grampozitivni bakterie rodt Lactobacillus a Staphylococcus, tedy rody,
které byly obsazeny i ve startovaci kultufe. Ve studii Comaposada et al. (2009) byla sledo-
vana mikrobialni kvalita fermentovanych salamti vyrobenych metodou QDS i klasickou
metodou, kdy byla sledovana piitomnost Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes a
Escherichia coli. V pfipad¢ nasich vzorkd nebyla metodou MALDI-TOF prokazana pii-
tomnost téchto patogennich nebo potencialné patogennich mikroorganizmiti. Druhova di-
verzita byla vSak v pfipadé klasické technologie rozmanitéjsi. Byla prokazéana pfitomnost
Bacillus subtilis a Staphylococcus hominis. Mnoho dalsich druhi koagulaza negativnich
stafylokokl se nachdzi ve fermentovanych masnych vyrobcich, kromé S. carnosus a S.
xylosus to mohou byt také S. haemolyticus, S. hominis, S. epidermidis, S. warneri, S. cohnii
a S. capitis (Samelis et al., 1998). Ve vyrobku produkovaném pomoci klasické technologie
byla metodou MALDI-TOF zaznamenana pfitomnost S. carnosus, ktery je soucasti pridané
startovaci kultury, dale pak S. xylosus S. warneri, S. hominis a S. epidermidis. Tyto mikro-
organizmy jsou pravdépodobné piitomny v prostiedi vyrobniho zavodu a mohou se tedy
snadno dostat do vyrabéného dila. Ve vzorcich vyizolovanych z vyrobkll pfipravenych
QDS technologii je druhova rozmanitost niZ§i, mimo bakterie startovaci kultury se zde
nachazel pouze S. epidermidis. Tato bakterie se vyskytuje na kuzi lidi, zfejmé je tak vetsi

riziko kontaminace pfi uziti klasické technologie vyroby (Votava, 2003).
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Molekuldrni typizace izolatlh na urovni kmeni je uZzitecna pfi identifikaci DNA fetézci,
které jsou si pfibuzné. Nékteré fingerprintingové metody, jako napiiklad RAPD-PCR, jsou
pro tyto druhy typizaci vhodné (Rebecchi et al., 1998). Nizka kvalita templatové DNA
muze ovlivnit data ziskana RAPD typizaci diky vzniku nereprodukovatelnych DNA profi-
Iu. To mize byt zpisobeno degradaci izolované DNA nebo piitomnosti endogennich ¢i
exogennich inhibitord templatové DNA (Saunders a Hopkins, 1999). Z celkového poctu 45
vzorktit DNA rodu Staphylococcus a 13 DNA vzorkt rodu Lactobacillus se nepovedlo am-
plifikovat vSechny. To je pfisuzovano a nésledné potvrzeno zpétnou kontrolou koncentrace
DNA spektrofotometricky. Na klastrovou analyzu byly tedy pozity pouze vzorky DNA,

které se amplifikovaly uspésné a na gelech byly zjevné fragmenty.

Primer R5 ma u rodu Lactobacillus vyssi rozlisovaci schopnost nez primer M13R2. Tento
primer ma naopak vyssi rozliSovaci kapacitu u grampozitivnich kokt nenalezicich do sku-
piny mléénych koki. Idedlni je tedy pouziti kombinace obou primert (Eymerich a Martin,
2005). Oba primery byly tedy pouzity RAPD metodou pro fingerprintové rozlizeni izolatd
rodu Staphylococcus i Lactobacillus. V pfipadé primeru R5 a rodu Staphylococcus byly
sefazeny kmeny podle ptibuznosti, coz témét vzdy korelovalo s typem pouzité technologie.
V piipad¢ izolati ze salaml vyrobenych klasickou technologii bylo dosazeno v ramci dvou
skupin 100% shody. Z dendrogramu (Obr. 7) Ize usuzovat, ze vzorky DNA z bakterii po-
chazejicich z klasické technologie jsou vice pfibuzné startovaci kultutre. V ptipad¢ primeru
R5 a rodu Lactobacillus doslo k jasnému déleni DNA vzorkt dle pouzitych technologii.
Skupiny jsou slozeny ze zastupct bakterii izolovanych pouze ze salamu vyrobenych jed-
nou technologii. V tomto pfipadé Ize usuzovat na to, ze DNA fetézce bakterii izolovanych
z produktd vyrobenych v ramci jedné technologie jsou si piibuzné. Pokud byl pouzit pri-
mer M13R2 u DNA ziskané z bakterii rodu Staphylococcus, bylo dosazeno nizsiho poctu
amplifikovanych DNA fragmentd. Z dendrogramu (Obr. 8) je ale také mozné usuzovat, ze
bakterie pochazejici z fermentovanych masnych vyrobkt vyrobenych klasickou technolo-
gii jsou vice piibuzné bakteriim startovaci kultury a v piibuznosti se 1isi od bakterii pocha-
zejicich z Paprikase vyrobeného QDS technologii. Zastupci rodu Lactobacillus byli rozde-
leni pomoci PCR amplifikace s timto primerem do nékolika skupin, v kazdé se shlukuji

zastupci izolatl ze salami vyrobenych stejnou technologii.
Primer CC1 byl pouzit autory Cocconcelli et al. (1995) k typizaci bakterii mlééného kva-
Seni veetné enterokokll. V naSem piipad€ jsme tento primer pouzili i k typizaci bakterii

rodu Staphylococcus izolovanych z fermentovaného masného vyrobku. Pfi jeho pouziti na
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amplifikaci chromozomalni DNA izolované ze stafylokokd doslo k rozdéleni do skupin,
kde se opét do jedné skupiny shlukovali zastupci téchto kokt izolovani z vyrobkd produ-
kovanych klasickou technologii. Na stejné urovni piibuznosti s nimi byla v téze skuping i
startovaci kultura. Z toho lze usuzovat na to, ze se jednalo o DNA izolovanou z bakterii

startovaci kultury, které se béhem vyroby a fermentace téchto vyrobki pomnozily.

Gerves et al. (2001) testovali opakovatelnost RAPD primeru GTGs na DNA izolovanou
z ruznych kment rodu Lactobacillus. Zjistili, ze jsou vykazovany kvalitativni rozdily ve
fragmentech pochazejicich z riznych kment rodu Lactobacillus. Svec et al. (2005) popsali,
ze primer GTGs je spolehlivy a vhodny nastroj pro identifikaci enterokokt i laktobacilt.
Timto primerem byla zjistovana piibuznost izolatd rodu Lactobacillus. Na vysledném
dendrogramu (Obr. 12) byla samostatné oddélena startovaci kultura. Divodem mohla byt
drobna zména v sekvenci analyzované DNA, kterd mohla zapfiCinit nasednuti uvedené¢ho
primeru na jind mista templatové DNA, coz se projevilo odliSnym fingerprintem a pfi
zpracovani vysledkll samostatnym klastrem v dendrogramu. Samostatnou skupinu tvoftily
L. curvatus izolované ze salami vyrobenych klasickou technologii, druha skupina byla
slozena ze tii zastupci kmenu, které byly izolovany z produktid vyrobenych klasickou a
osmi zastupct ze salaml vyrobenych technologii QDS. Tento jev jednak potvrzuje, Ze slo-
zeni startovaci kultury bylo stejné pro vyrobky produkované klasickou 1 QDS technologii
(v dendrogramu v jedné skupiné izolaty bakterii z obou technologii), a také na to, Ze bé-
hem vyroby, fermentace a skladovani vyrobkl doslo k pomnozeni bakterii startovaci kultu-
ry. Z posledni popsané skupiny se vy¢lenily fingerprinty L.sakei, které pochazely ze sala-
mu vyrobenych technologii QDS. Vy¢lenéni bakterii odliSného druhu do samostatného
klastru ukazuje na to, ze tento primer je vhodny k typizaci bakterii mlééné¢ho kvaSeni a

dokéze spolehlivé odlisit 1 ptibuzné bakteridlni druhy.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo charakterizovat vybrané grampozitivni bakterie izolované

z fermentovaného masného vyrobku Paprikas. Do této studie byly zafazeny fermentované

masné vyrobky vyrobené dvéma odlisnymi technologiemi za pouziti stejné startovaci kul-

tury.

Metodou MALDI-TOF byly identifikovany kmeny bakterii, které¢ byly vyizolovany
ze salamu Paprikas a dale byla porovnana druhova diverzita bakterii pochazejicich
ze salamu vyrobenych klasickou technologii a technologii QDS.

Identifikovany byly druhy (Staphylococcus carnosus, S. xylosus, S. hominis, S.
warneri, S. epidermidis, Lactobacillus curvatus, Lb. sakei, Bacillus licheniformis,
B. subtilis a Pediococcus pentosaceus).

U vybranych druhti grampozitivnich bakterii (Staphylococcus carnosus, Lacto-
bacillus curvatus, Lb. sakei) byly metodou RAPD-PCR ziskany fingerprintingové
profily a porovnany. Na jejich zaklad¢ byly vytvotfeny dendrogramy, ze kterych by-
lo mozno ur¢it, zda jsou vyizolované DNA kment pochazejicich z jednotlivych
technologii (klasicka, vs. QDS) ptibuzné. V né€kterych piipadech byly fingerpintin-
gové otisky rodu Staphylococcus shodné se startovaci kulturou a jindy doslo
k posunu. Bakterie startovaci kultury byly ve vétSiné piipadt vice piibuzné

s bakteriemi pochézejicich z klasické technologie.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

TFS Trvanlivé fermentované salamy

DNA Deoxyribonukleova kyselina

RAPD-PCR  Nahodné amplifikace polymorfni DNA-Polymerdzova fetézova reakce
MALDI-TOF Laserova desorpce ionizace za piitomnosti matrice s detektorem doby
Bp Paru bazi

QDS Rychle susené platky

PCR Polymerazova fetézova reakce
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PRILOHA PI: Pfifazeni mikroorganizma ke vzorkiim nanesenym na gel

Oznaceni
vzorku

Cislo
vzorku

Nazev mikroorganismu

Technologie

1 205.4 Staphylococcus carnosus klasicka
2 282.5 Staphylococcus carnosus klasicka
3 19.8 Staphylococcus carnosus klasicka
4 170.7 Staphylococcus carnosus klasicka
5 19.7 Staphylococcus carnosus klasicka
6 135.2 Staphylococcus carnosus klasicka
7 1.9 Staphylococcus carnosus klasicka
8 205.1 Staphylococcus carnosus klasicka
9 250.1 Staphylococcus carnosus klasicka
10 18.6 Staphylococcus carnosus klasicka
11 206.6 Staphylococcus carnosus klasicka
12 171.4 Staphylococcus carnosus klasicka
13 171.8 Staphylococcus carnosus klasicka
14 10.4 Staphylococcus carnosus klasicka
15 134.6 Staphylococcus carnosus klasicka
16 205.3 Staphylococcus carnosus klasicka
17 147.7 Staphylococcus carnosus klasicka
18 1.1 Staphylococcus carnosus klasicka
19 135.1 Staphylococcus carnosus klasicka
20 134.2 Staphylococcus carnosus klasicka
21 169.8 Staphylococcus carnosus klasicka
22 17.1 Staphylococcus carnosus klasicka
23 281.7 Staphylococcus carnosus klasicka
24 1.8 Staphylococcus carnosus klasicka
25 134.5 Staphylococcus carnosus klasicka
26 18.8 Staphylococcus carnosus klasicka
27 17.2 Staphylococcus carnosus klasicka
28 17.1 Staphylococcus carnosus klasicka
29 206.7 Staphylococcus carnosus klasicka
30 280.1 Staphylococcus carnosus klasicka
31 281.7 Staphylococcus carnosus klasicka
32 291.3 Staphylococcus carnosus klasicka
33 259.7 Staphylococcus carnosus QDS

34 44.4 Staphylococcus carnosus QDS

35 45.5 Staphylococcus carnosus QDS

36 45.4 Staphylococcus carnosus QDS

37 259.5 Staphylococcus carnosus QDS

38 44.3 Staphylococcus carnosus QDS

39 223.2 Staphylococcus carnosus QDS

40 46.1 Staphylococcus carnosus QDS

41 115.7 Staphylococcus carnosus QDS

42 44.1 Staphylococcus carnosus QDS

43 46.5 Staphylococcus carnosus QDS

44 46.6 Staphylococcus carnosus QDS

45 46.3 Staphylococcus carnosus QDS
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PRILOHA P II: Detekce Staphylococcus s vyuzitim primert R5 (vz. 1 — 16)

-

PRILOHA P I11: Detekce Staphylococcus s vyuzitim primert RS (vz. 17 — 33)
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PRILOHA P IV: Detekce Staphylococcus s vyuzitim primerti R5 (vz. 34 — 45)

L 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

PRILOHA P V: Detekce Staphylococcus s vyuzitim primert M13R2 (vz. 1 — 16)

L NK-SKE(SK251 S 2R 3 g S S5 RV 67 R RIS 0/ (R 10014 1 8 130 214 1508 116
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PRILOHA P VI: Detekce Staphylococcus s vyuzitim primertt M13R2 (vz. 17 — 33)

PRILOHA P VII: Detekce Staphylococcus s vyuzitim primera M13R2 (vz. 34 — 45)
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PRILOHA P VIII: Detekce Staphylococcus s vyuzitim primert CC1 (vz. 1 — 16)
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PRILOHA P X: Detekce Staphylococcus s vyuzitim primertt CC1(vz. 34 — 45)
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PRILOHA P XI: Pfifazeni mikroorganizmi ke vzorkiim nanesenym na gel

Oznaceni

— Nazev mikroorganismu Technologie
1 19.10 Lactobacillus curvatus klasicka
2 19.12 Lactobacillus curvatus klasicka
3 171.5 Lactobacillus curvatus klasicka
4 169.2 Lactobacillus curvatus klasicka
5 134.1 Lactobacillus curvatus klasicka
6 205.8 Lactobacillus curvatus klasicka
7 19.11 Lactobacillus curvatus klasicka
8 135.6 Lactobacillus sakei klasicka
9 210.11 Lactobacillus curvatus klasicka
10 19.3 Lactobacillus curvatus klasicka
11 17.4 Lactobacillus curvatus klasicka
12 77.15 Lactobacillus curvatus QDS
13 46.14 Lactobacillus curvatus QDS
14 223.8 Lactobacillus curvatus QDS
15 79.14 Lactobacillus curvatus QDS
16 46.13 Lactobacillus curvatus QDS
17 79.13 Lactobacillus curvatus QDS
18 44.9 Lactobacillus curvatus QDS
19 44.22 Lactobacillus curvatus QDS
20 147.6 Lactobacillus sakei klasicka
21 207.13 Lactobacillus sakei klasicka
22 259.14 Lactobacillus sakei QDS
23 251.9 Lactobacillus sakei QDS
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PRILOHA P XII: Detekce Lactobacillus s vyuzitim primert R5 (vz. 1 — 16)

PRILOHA P XIII: Detekce Lactobacillus s vyuZitim primerti R5 (vz. 17 — 23)
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PRILOHA P XIV: Detekce Lactobacillus s vyuzitim primert M13R2 (vz 1 — 16)

PRILOHA P XV: Detekce Lactobacillus s vyuzitim primeri M13R2 (vz 17 — 23)
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PRILOHA P XVI: Detekce Lactobacillus s vyuzitim primert GTGs (vz. 1 —8)

PRILOHA P XVII: Detekce Lactobacillus s vyuzitim primertt GTGs (vz. 9 — 23)

T T : 8 B SRS
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PRILOHA P XVIII: Detekce Lactobacillus s vyuzitim primertt CC1 (vz. 1 — 16)

PRILOHA P XIX: Detekce Lactobacillus s vyuzitim primertt CC1 (vz. 17 — 23)




